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背景と目的 
 枯草菌(Bacillus subtilis)とは、自然界に普遍的に存
在する好気性のグラム陽性桿菌である。また殻の固
い胞子を形成し、大きな環境変化にも耐えられる能
力を持つ。さらに、外来 DNA を取り込み、自分自
身の染色体 DNA に取り入れる自然形質転換能も持
つ。一方、リボソームタンパク質とは、翻訳機能を
担うリボソームの構成成分である。当研究室のこれ
までの研究により、枯草菌 168 株(wt)にコードされ
ている 57種のリボソームタンパク質遺伝子のうち、
22 種が非必須遺伝子であることが見出されており、
50S リボソームタンパク質の一つである L1 をコー
ドする rplA 遺伝子も非必須遺伝子の一つである 1)。
rplA 破壊株(rplA::cat)では、生育遅延、70S 複合体
形成異常、胞子形成異常が起こることも見出されて
いる。しかし、同様の生育遅延、70S 複合体形成異
常が観察されたrpmH破壊株(rpmH::cat)では正常に
胞子を形成していることから、単純に翻訳活性の低
下だけが胞子形成異常の原因ではないことが考えら
れた。このことから L1 は、通常の翻訳活性への関
与に加え、特殊な機能を有している可能性が示唆さ
れた。そこで本研究では、L1リボソームタンパク質
の特殊な機能を明らかにすることを目的とした。 
 
1. 実験方法 
Western blotting 
 2×SG 培地、37℃で振とう培養し、wt は T-1~T2、
rplA は T-1~T4, T18の細胞から細胞質タンパク質を
抽出した。これをSDS-PAGEによって分離し、メン
ブレンへの転写後、抗体によるSpo0A検出を行った。 
転写量解析 
 2×SG 培地、37℃で振とう培養し、wt は T-1~T2、
rplAはT-1~T4で細胞を回収した。この細胞からTotal 
RNAを抽出し、変性アガロースゲルで分離し、メン
ブレンに転写した。その後DIG標識プローブにより
mRNAを検出した。 
分泌タンパク質量の経時観察 
 2×SG 培地、37℃で振とう培養し、T-1~T2の培養
上清からタンパク質を抽出した。これをSDS-PAGE
によって分離し、CBBで染色した。 
プロテアーゼ、アミラーゼ活性の測定 
各株をSG + 1% skim milk寒天培地またはSG + 1% 
corn starch 寒天培地にストリーキングした。寒天培
地は37℃で15 hインキュベートし、形成されたハロ
ーを観察した。 
aprE, nprE, amyE高発現株の作製 
 rRNA オペロンのプロモーターによって恒常的に
転写される aprE, nprE, amyEをそれぞれ有する株の
rplAもしくは rpmH遺伝子を自然形質転換法によっ
て破壊した。 
 
2. 結果及び考察 
 rplA では胞子形成開始を示す染色体の凝集と非
対称隔膜が観察されなかったため、胞子形成初期に
異常があると示唆された。そこで胞子形成初期の遺
伝子群を活性化させる Spo0A 量を観察したところ、
rplAではSpo0Aの蓄積は観察されなかった(Fig. 1)。 
 
Fig. 1 細胞内Spo0A量の経時変化 
この結果を受け、胞子形成初期のリン酸リレー2)
を阻害する 4 種の酵素をrplA においてそれぞれ欠
損させ、胞子形成能回復への効果を観察したところ、
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Spo0E 欠損の効果が一番大きかった。そこで spo0E
の転写量をモニターしたところ、rplA で転写量の
増加が観察された(Fig. 2)。 
 
Fig. 2 spo0E転写量の経時変化 
しかし、rplA spo0Eの胞子形成能が完全には回
復していないことから、Spo0E 以外の影響も受けて
いることが示唆された。そこで、胞子形成初期遺伝
子の一つであるspoVGの転写量をモニターしたとこ
ろ、wtでは時間経過とともに転写量が増加している
ことが観察されたが、rplA では転写量の増加は観
察されなかった(Fig. 3)。spoVGの転写はSigHによっ
て誘導されることから、rplAではSigHが活性化さ
れていないと言える。 
 
Fig. 3 spoVG転写量の経時変化 
この結果を受け、sigHの転写量をモニターしたと
ころ、意外にもrplAで sigHの転写量の増加が観察
された。従ってrplAでは、SigH活性を得るために
転写量を増加させていることが考えられた。SigHの
活性化機構は未だ不明であるため、この機構に L1
が関与しているのかもしれない。 
 一方、胞子形成は細胞外からのシグナル（ペプチ
ド）によって誘導される。しかしrplA では、この
シグナルを感知できていないのではないかと考え、
タンパク質分泌への影響を観察した。その結果、wt
では培養時間の経過に伴い培養上清に分泌タンパク
質が観察されたが、rplA ではタンパク質の分泌は
観察されなかった(Fig. 4)。この結果に加えrplA で
は、細胞外プロテアーゼ、アミラーゼ活性が顕著に
低下していることも分かった(Fig. 5)。 
 
Fig. 4 分泌タンパク質の経時変化 
これらの異常が分泌タンパク質をコードする遺伝
子の転写量低下に起因しているのか、タンパク質分
泌効率の低下が原因なのかを検証するため、分泌型
プロテアーゼ、アミラーゼをコードする遺伝子が恒
常的に転写される株に L1 欠損を導入した。その結
果L1欠損株では、同様の生育遅延が観察されるL34
欠損株と比較しても明らかに細胞外プロテアーゼ、
アミラーゼ活性が低下していた(Fig. 5)。従って、L1
はタンパク質を効率的に分泌させる機能を担ってい
ることが予想される。 
 
Fig. 5 nprE高発現株におけるプロテアーゼ活性 
 
3. まとめ 
 L1欠損による胞子形成能低下の一因は、Spo0Eの
転写量増加によるSpo0Aの脱リン酸化促進と、SigH
の不活性化にある。また、L1がタンパク質の分泌に
重要な役割を果たしていることが示唆された。 
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